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1．緒言
大豆を熱処理して豆乳や豆腐などを造る際に出る副産物のおからは，水分量が多く腐敗しやすいために有
効利用できず産業廃棄物として処理されることが多い．大豆は食物繊維，脂質，タンパク質を豊富に含んで
おり，その有用性は明確にされている(1)．食物繊維は，肥満，動脈硬化，高血圧など生活習慣病を予防す
る観点から重要な物質の１つである．また，脂質成分には，イソフラボン，植物ステロールを比較的多く含
むことが知られている．イソフラボンは，エストロゲン様作用があるので，更年期後に起きる骨粗髭症の症
状を緩和する作用が知られている（２，３)．植物ステロールは腸でのコレステロールの吸収を抑え，血清コレ
ステロール値を減少させる（4-8）ことから，脂質の代謝を改善し，動脈硬化を抑制する機能性が報告されて
いる（９，１０)．大豆から生じるおからを有用に利用するため，おからに含まれる食物繊維中のグルカンと機
能性脂質成分であるイソフラボンと植物スチロールの分析を行った．
２実験方法
2-1．材料・試薬
大豆、豆腐(絹ごし)、おからはマーケット(岡山市北区北方)から購入した．ダイゼイン，ダイジン，ゲニステ
イン，ゲニスチン，グリシテイン（グリシチンのアグリコン)，グリシチンはＬＫＴＬａｂｌｎｃ．（米国）から，そ
の他の試薬はシグマ・アルドリッチ（米国)，ナカライテスク，および，関東化学（日本）から購入した．
2-2．高速液体クロマトグラフ(HPLC）・液体クロマトグラフ質量分析(LC-MS)装置
ＨPLC装置はLC-2000Plus（PU-2089型溶媒低圧グラジェントポンプ，CO-2065型インテリジェントカラム
オーブン,UV-2075型インテリジェントＵＶ検出器から構成，日本分光製)を使用した．カラムは逆相カラムで，
カラム温度：４０℃，流速ＬＯｍｌ/min，溶出液はアセトニトリルと水を混合して使用したLC-MSはJMS-T100CS
（日本電子製)で，ＬＣのカラムは逆相カラム(TSK-gelODS-lOOV，の2.0×７５ｍｍ)を使用したＬＣはHPLCと同
様の条件で流速０．２ｍl/､ｉｎで分析した．マススペクトルはエレクトロスプレー負イオン化モード(EST)または
大気圧化学イオン化モード(APCｒ)で，質量(〃』z)範囲は50.0～1000.0を記録した．
2-3．食物繊維に含まれるグルカンの測定
前処理としておからと大豆(粉末)，豆腐を凍結乾燥した．試料中のβ－グルカンの測定はβ－グルカン測定キ
ット(Megazyme，Int・IrelandLtd，アイルランド)で行った．凍結乾燥試料を２分した．１つ目の試料(50.0mg）
は２Ｍ水酸化カリウムに溶かし，緩衝液，アミログリコシダーゼ(l630U/､l)，インベルターゼ(500Ｕ/ml)各０．１
，１を加えてα－グルカンを加水分解した．溶液中のＤ－グルコースをグルコースオキシダーゼ法で測定した（スク
ロース＋α－グルカンの測定)．２つ目の試料(５００ｍｇ)は濃塩酸を加え３０℃，４５分，続いて６Ｍ塩酸で２時間加
水分解した．中和した後，エキソー1,3-グルカナーゼ(lOOU/ml)とβ－グルコシダーゼ(20U/ml)各0.1ｍlを加え，
４０℃で60分間反応させた．グノレコースオキシダーゼ法で測定した(スクロース＋全グルカンの測定)．
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図１おからに含まれるイソフラボンと植物ステロール
2-4．脂質成分の分析
おからと豆腐はそのまま，大豆はフードプロセッサーで粉末にして試料とした．
2-4-1．イソフラボンの抽出
試料を５０%エタノール水に浸漬し，ミキサー（１分）でホモジナイズした後に，ロ－，１－Ｔ１Ｊｖ/０－ン／￣'し小'１－反慎し’ミキフー（１ガノでホモシナイズした後に，１日静置抽出を行った．抽出後，抽出液をろ別し，残置は同様の方法（50%エタノール）で２回抽出を行った．その後，抽出液をロータリーエバポレーターで減圧濃縮した．得られた抽出物を水と酢酸エチルで分配抽出した．酢酸エチル層は飽和食塩水で洗浄した後，硫酸ナトリウムで脱水し，減圧濃縮した（酢酸エチル抽出物；分画ｌ)．水層は続いて，〃-ブタ
ノールで３回抽出し，減圧濃縮したのブタノール抽出物；分画２)．これらの抽出物はメタノールに溶かして
HPLC分析を行った．
2-4-2．植物ステロールの抽出
試料を１００％エタノールに浸け，ミキサー（１分）でホモジナイズした後に，１日静置抽出を行った．抽出後，抽出液をろ別し，残濱を同様の方法で２回抽出を行った．その後，抽出液をロータリーエバポレーターで減圧濃縮し，得られた抽出物を〃-ヘキサンと水で分配抽出を行った．〃ヘキサン層を飽和食塩水で洗浄した後，硫酸ナトリウムで脱水し，減圧濃縮した（ヘキサン抽出物；分画3)．抽出物はヘキサンに溶かしてHPLC分析を行った．
3．結果
3-1．食物繊維中のグルカン量
おから，豆腐，大豆各１０．０９から凍結乾燥物をそれぞれ２．４６，Ｌ６７，８．９２ｇ得た．凍結乾燥した試料に含まれるグルカン量の測定結果を表ｌに示した．大豆にはグノレカンが４．７％含まれ，α－グルカンとβ－グルカンが
４:１の比であった．α－グノレカンは豆腐に抽出され，β－グルカンはおからに残ることが示された．
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表’おから，大豆,豆腐の凍結乾燥重量'００９に含まれるグルカン量(巳）
大豆豆腐おから
９
１
２
 
７
７
０
 
●
●
●
 
０
０
０
 
十一＋｜＋’
3．８７ 
０．８３ 
４．７１ 
５
５
１
 
２
０
１
 
０
０
０
 
＋｜＋｜＋一
1．０９ 
０．０５ 
１．１３ 
±０．１４ 
±０．０２ 
±０．１１ 
α－グルカン
β－グルカン
０．６０ 
０．５３ 
１．１３ 総グルカン
3-2-1．イソフラボン量
イソフラボンのHPLC分析のカラムは5Cl8-PAQWaters（の４．６×１５０ｍｍ)を使用した．試料の分析は5％CH3CN
で開始して，４０分間で5%から２５％CH3CNに，続いて１５分間で25％から４０%までCH3CN濃度を直線勾配で増加さ
せて行った．検出は紫外波長248nmで行った．標準品のイソフラポン：ダイゼイン，ダイジン，ゲニステイン，ゲニスチン，グリシテイン，グリシチンはそれぞれ，３７．６分，２０７分，４６．５分，２７．２分，４０５分，２２．３分に
溶出され，検量線はそれぞれのＯＯＯ－ＬＯＯＩｎｇ/､ｌの範囲で良好な直線性（ｙ１．０００）を示した．LC-MSによるマススペクトル(ESI~)はダイゼイン､Z/２２５３(M-1,100%)，２５４（14.3)，ダイジン､z/２２５３（１００%)，
２５４（１４．４)，４１５（M－１，８．３)，ゲニステインｍｚ２６９（M－１，１００%)，２７０（13.5)，ゲニスチン､z/２２６９（１００%)，２７０
（13.1)，４３１（M-1,35.1)，４３２（5.7)，グリシテインﾉﾘ､/iz283(M－１，１００%)，284(9.7)，グリシチン283(１００%)，
284(５５%)，445(M－１，１２)，446(0.5)であった．
おから１０９（湿重量）から抽出した分画１（酢酸エチル抽出物）は８４．６ｍｇ（0.9%)，分画２（"-ブタノー
ル柚出物）は３８４ｍｇ（0.4％）得られた．これらのサンプルをＨＰＬＣ分析した．おからからの分画ｌと分画２
のクロマトグラムを図２a，２ｂに示した．試料に含まれるイソフラボンは，酢酸エチルおよび〃-ブタノールで分
配抽出すると，酢酸エチル層にほぼ選択的に抽出されることが明らかになった．LC-MSを使って各ピークのマス
クロマトグラフを測定すると標準品のスペクトルと一致した．おからと大豆，豆腐に含まれるダイゼイン，ダイ
ジン，ゲニステイン，ゲニスチン，グリシチンの定量の結果を表２に示した．グリシテインはほとんど検出され
なかった（＜０．０３ｍｇ/１００９)．水分を除くとおからと豆腐では総イソフラボン量は同じくらい含まれると推定さ
れた．
Ⅱ,③Ｉ －－ｊｉｊ'iLふい．
唖
光
度 吸光度
Ｌ_小,－－
２ｂおからの分画２のＨＰＬＣクロマトグラム図２ｂ図２ａ
８ 笠原貢・鎌田舞・児玉幸彦・林裕里子・石原浩二・益岡典芳
表２お哩,大豆,豆腐の湿重量1009に含まれるイソフラボン量(､g)と水分量(%）
おから 豆腐 大豆
ダイゼイン（１）
ダイジン（２）
ゲニステイン(3)
ゲニスチン（４）
グリシチン（５）
水分量＊（%）
０．９０±０．０３０．６８±００２１４．０９±０．０８ 
２．３７±０．０２１．６１±０．０２２５．７３±００４ 
１．１３±０．０２０．９６±０．０１１２．０７±０．０１ 
５．２１±０．０９４．６６±０．０４34.41±０．５５ 
１．９０±０．０７０．８５±０．０１３．０４±０．０７ 
７８．３±２８＊８６．４±３．０＊ １１．３±２．０＊ 
＊（凍結乾燥重量／湿重量）Ｘ１００
3-2-2．植物ステロール量
植物ステロールのＨＰＬＣ分析カラムはTSK-gelODS-100V（の４．６×l501nnl)を使用した．試料は８８％ＣＨ３ＣＮの水溶液で溶出し分析した.検出を紫外波長２１０，ｍで行うと標準品のカンペステロール,スチグマステロール，β－シトステロールはそれぞれ40.4分，４３．１分，５０．０分に溶出された．それぞれの検量線は０．００－２００ｍｇ/ｍｌの範囲で良好な直線性（γ1.000）を示した．LC-MSによるマススペクトル(APC'十)はカンペステロール〃/２３８３（M-18+１，１００%)，３８４（２８９)，ステグマステロールノロzZz395（M-l8+１，１００%)，３９６（26.2)，β－シトステロール
〃と３９７（M-l8+1,100%)，３９８（24.4)であった．
おからｌｏｇから分画３（ヘキサン抽出物）は４１０１ｍｇ（4.1％）得られた．おからの分画３のＨＰＬＣクロマトグラムを図３に示した．おからを100％エタノールの替わりにメタノール：クロロホルム＝１：３混合溶媒で抽出した場合も同様の結果が得られ，試料（おから）中の植物ステロールは100％エタノールで抽出されると推定された（データは示していない)LC-MSを使って各ピークのマスクロマトグラフを測定すると標準品のスペクト
ルと一致した.おからと大豆,豆腐に含まれる植物ステロールのうちのカンペステロールとスチグマステロール，β－シトステロールの定量結果を表３に示した．豆腐には植物ステロールはほとんど含まれておらず，おからに残ることがわかった．
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図３おからの分画３のＨＰＬＣクロマトグラム
表３おから,大豆,豆腐の湿重量'oogに含まれる植物ステロール量(､g）
おから 豆腐 大豆
カンペステロール（６）
スチグマステロール(7)
β－シトステロール（８）
１０．２９±0１０ 
３．２９±０３０ 
７．９５±0．０９ 
０．６２＊ 
0.39＊ 
０２２＊ 
〆
、
了
、
／
、
８．０１±０．４２ 
８．６１±１．０１ 
２６９９±０．８８ 
*定量下限値(S/N＝3）
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４．考察
大豆は，脂質，タンパク質，食物繊維を豊富に含むことから栄養学的に注目されてきた(1)．本研究で大豆，
大豆を熱水抽出し凝固させた豆腐，豆腐を調製した残りである''おから,，のグルカンと脂質成分のイソフラボン
と植物ステロールを分析した．これら大豆製品に含まれる炭水化物の完全加水分解で生じる総グルコース量が少
ないことから，大豆に含まれるグルカンは少ないと考えられる．また，大豆と比較して，おからに含まれるβ－
グルカンとα－グルカンの比がより高値を示したことと，豆腐に含まれる比が低値を示したことから，大豆に含
まれるβ－グルカンはより不溶性でおからに残り，α－グルカンは溶けやすいため豆腐に含まれたと推定される．
イソフラボンの含有分析から，イソフラポンは豆腐とおからの両方に含まれことが示された．一方，植物ステ
ロールは豆腐に含まれず，おからに残っていた．これらの違いは化合物の疎水性の差によるものと推定される．
おからは植物ステロール類を多く含むと推定されることから,腸管でのコレステロールの吸収を低下させること
ができると推定される(4-8)．大豆に含まれるタンパク質，脂質が熱水により一部取り除かれたおからは，エネ
ルギー量が低い。そして,豊富に含まれる難消化性の食物繊維，生理活性作用を持つ脂質成分を含むことから，
エネルギー過剰摂取（肥満）に対する予防，生活習慣病，メタポリックシンドロームを予防する健康食品素材と
しての利用が＋分期待できる(１１)．
さらに、本研究でおからを５０%エタノール水で抽出するとイソフラボンを濃縮でき、１００%エタノールで抽出す
ると植物ステロールとイソフラボンが濃縮できることが明らかとなり，おからを使ったニーズの高い食品開発を
行うために，より成分を強化したおからの作成が可能になったと言える．今後の課題としては，大豆に含まれる
炭水化物ラフイノース，スタキオース，おからに含まれる食物繊維の更なる分析が必要であろう．
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Studies on bioactive compounds in okara for developing a new food 
stuff 
Mitsugu KASAHARA, Mai KAMADA, Hiroyuki KODAMA, 
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Department of Life Science, Faculty of Science, 
Okqyama University of Science, 
1-1 Ridai-cho, Kita-ku, Okayama, 700-0005 Japan 
(Received September 30, 2009; accepted November 5, 2009) 
Okara is a residue obtained from soybeans after extracting soymilk or tofu, and is thought to contain beneficial health 
components though the disposal has became a significant problem. We examined diet fiber (glucan) and some lipids 
(phytosterols and isofiavones) in okara, tofu, and soybeans. Soybeans contained a low concentration of p-glucan and the 
most part of P-glucan remained in okara Analysis of lipids indicated that okara contained most part of phytosterols from 
soybeans and both okara and tofu contained considerably amounts of isofiavones from soybeans. It is suggested that 
okara is an excellent food stuff contained beneficial health components for preventing obesity and the lifestyle related 
disease. 
Keyword: Soybean; tofu; okara; diet fiber, phytosterols; isofiavones. 
